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論文内容要旨
 メラノサイト(メラニン色素細胞)の分化形質の一つであるメラニン色素生成には,鍵酵素
 としてチロシナーゼが働いている。この細胞の形質発現と関連して,チロシナーゼの細胞内分
 布と細胞内移送が問題になっている。
 この酵素を細胞化学的に検出するために,従来は,基質としてドーパ(L-3,4-dihydroxy
 一一phenylalanine)を用い,酵素活性の存在部位が調べられてきた。しかしこの方法では,不活
 性なチロシナーゼは検出されない。さらに,ドーパを基質にし得るチロシナーゼ以外の酵素が
 検出される可能性がある。
 したがって,ナロシナーゼの活性部位を検出するために,いわゆるドーパ法は妥当かどうか
 ということが問題になる。
 この問題を解決するためには,本研究では,免疫学的手法により,チロシナーゼ抗原の細胞
 化学的検出を試みた。
 材料として,黒い毛をもつマウス(C57BL/6」,a/a)と,黄色い毛をもつマウス(C57BL/
 6」一一AY,ガ/a〉を用いた。これらマウスは,アグチ(A)遺伝子座に関してコンジェニックであ
 る。黒い毛をもつマウス毛球メラノサイトでは,ユーメラニン(黒色メラニン)を生成し,黄
 色い毛をもつマウス毛球メラノサイトでは,フェオメラニン(黄色メラニン)を生成している。
 それぞれのメラニンが沈着するオルガネラ(メラノソーム)は,それぞれ,ユーメラノソーム,
 フェオメラノソームと呼ばれている。どちらのメラニンを生成するかは,アグチ遺伝子座の遺
 伝子によって決定されている。いずれのメラニンもチロシナーゼの触媒で生成されると考えら
 れているが,そのチロシナーゼの作用機序はまだ不明な点が多く,この研究では,両者におけ
 るチロシナーゼの分布についての比較を行った。
 材料と方法
 B16マウスメラノーマ(黒色腫)からチロシナーゼを精製し,抗チロシナーゼ抗血清を調製
 した。この抗血清からIgG(lmmunoglobulinG)を分離し,さらにFab〆に調製した。ペルオ
 キシダーゼ(HRPO)とFab'を結合させ,標識化抗体(HRPO-Fabりとして用いた。対照と
 して正常血清由来のHRPO-Fab1も調製した。
 材料として生後4,5日のマウス背側皮膚を用いた。チロシナーゼの活性部位を調べるため
 に,3.O%グルタルアルデヒド溶液,または2.5%グルタルアルデヒドー2%パラホルムアルデ
 ヒド溶液で,組織を固定した後,0.1%ドーパ溶液中で加温(37。C)した。
 酵素抗体法を用いて,抗原としてのチロシナーゼの分布を調べるために用いた固定液は,
 PLP固定液(0.OlMNaIO4-0.075MIysine-0.0375M燐酸ナトリウム緩衝液一2%パラホ
 ルムアルデヒド溶液,pH6.2)である。一部の試料には,この固定液処理に先だって,2.5%グ
 ルタルアルデヒドー2%パラホルムアルデヒド固定液による処理を施した。固定した組織を,
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 20%庶糖一10%グリセリン溶液中で凍結させ,クリオスタットで6～10μmの切片に薄切し
 た。この切片をHRPO-Fab'溶液中で加温(37。C)し,抗原抗体反応を行った。その後DAB
 (3,3'一diaminobenzidene)溶液を用いて,HRPOの反応を行った。
 ドーパ法,酵素抗体法それぞれの処理を施した試料は,いずれもエポンに包埋し,薄切した。
結果
 生後4,5日の両系統マウス毛球メラノサイトでは,発達したゴルジ装置や,メラニン沈着
 の異なるメラノソームが多く認められた。ユーメラノソームは紡錘形で,内部に規則正しい格
 子状構造(マトリックス)をもっていた。一方,フェオメラノソームの外形は球状で,内部に
 小胞や球状構造体を含んでいた。
 ドーパ法によって,反応産物(チロシナーゼ活性部位)は,いずれの系統においても以下の
 オルガネラに認められた。
 メラノソーム:特に,未熟なフェオメラノソームでは,内部の小胞や,球状構造体に反応産物
 が認められた。
 ゴルジ小胞:小胞全面にわたって反応産物が見られた。
 GERL(Golgi-ER-Lysosome系):反応産物はシステルナ一面に認められ,数珠状の繰り返
 しが認められた。
 一方,ゴルジラメラや核膜およびメラノソームの膜には,反応が認められなかった。
 酵素抗体法によって,反応産物(チロシナーゼ抗原)は,いずれの系統においても以下のオ
 ルガネラに認められた。
 メラノソーム:未熟なユーメラノソームでは,マトリックス上に反応産物が認められた。未熟
 なフェオメラノソームでは,内部の小胞や球状構造体に反応産物が見られ,一部のフェオ
 メラノソームの膜にも反応産物が認められた。
 GERL:反応産物は,顎粒状にGERL膜内側に付着し,ある間隔をおいて存在していた。一部
 のシステルナでは,反応産物は穎粒状に,システルナ一面にわたって認められた。周縁部
 では,反応陽性のシステルナが膨張していた。
 ゴルジ小胞二穎粒状の反応産物が,小胞全面にわたって見られた。
 核膜:反応産物は,一部域に局在して認められた。
 *ゴルジラメラには反応産物は認められなかった。僅かではあるが,内部構造を備えながらも,
 反応産物をもたないメラノソームが認められた。
論議
 1.酵素抗体法について
 抗体としてFab〆を用いたのは,標識抗体の大きさをなるべく小さくして,組織への浸透を
 よくすることにあった。Fcが非特異的反応を起こしやすいことも一つの理由であった。PLP
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 固定液は,酵素抗体法を用いる場合,有効な固定液であることが確認された。
 2.ドーパを基質としてチロシナーゼの細胞内分布を調べる細胞化学的方法の妥当性について
 従来,チロシナーゼの細胞内分布を調べるために,ドーパ法を用いることについては,多
 くの批判がされてきたが,この実験の結果は,細胞質における活性チロシナーゼの分布を調
 べる方法としては,ドーパ法は妥当な方法であることを示している。すなわち,ユーメラニ
 ン生成メラノサイト,フェオメラニン生成メラノサイト,いずれにおいても,ドーパ法によっ
 てチロシナーゼ活性の存在が認められたオルガネラは,メラノソーム,GERL,ゴルジ小胞で
 あり,酵素抗体法を用いた場合に,も,上記オルガネラに,チロシナーゼ抗原の存在が認めら
 れたからである。
 さらに,酵素抗体法では検出できなかったが,ドーパ法によって検出された反応陽性部位
 は認められなかった。この結果は,メラノサイトには,ドーパを基質にできるチロシナーゼ
 以外の酵素がないか,あってもドーパ法の結果を乱すほど大量にはないことを示していると
 思われる。また,核膜や未熟なフェオメラノソーム膜上のチロシナーゼ抗原を考慮しても,
 毛球メラノサイトには,不活性なチロシナーゼは大量には存在していない,と思われる。
 3.チロシナーゼの細胞内移送とメラノソーム形成について
 従来メラノソーム形成については,すべての構成要素が,ゴルジ体から由来するという説
 と,チロシナーゼと他のメラノソーム構成要素は,それぞれ異なる由来であるという説があっ
 た。この研究において,チロシナーゼはGERLに存在すること,チロシナーゼ抗原をもたな
 いメラノソームが存在することが明らかになった。この結果は,後者の説を支持していると
 考えられる。
 さらに,GERLでは,チロシナーゼ抗原が穎粒状に存在することが新たに示された。今後,
 メラノソーム構造形成機構の解明のために,この顆粒の分離と,構成成分の分析が必要であ
 ると思われる。
 また,チロシナーゼ以外のメラノソーム構成要素,特にマトリックスを構成する物質の由
 来を調べることは,今後の一つの重要な課題になる。
 ユーメラニン生成メラノサイトおよびフェオラニン生成メラノサイト,両方のメラノサイ
 トにおいて,ゴルジ小胞や,GERLではチロシナーゼの分布様式に差は認められなかったが,
 メラノソームでは顕著な差が認められた。このことから,アグチ遺伝子座の遺伝子は,GERL
 からメラノソームに移送された後の,チロシナーゼの存在様式に関与していることが示唆さ
 れた。
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 r梱臨冊,
 論文審査の結果の要旨
 チロシナーゼはメラニンの生合成に関与している酵素である。従来色素細胞におけるチロシ
 ナーゼの細胞内分布を調べる方法として,ドーパを基質とする組織化学的方法(ドーパ反応)
 があった。しかしこの方法では活性のない酵素を検出できないし,他の酵素活性を検出する可
 能性も含んでいた。この論文は抗チロシナーゼ抗体を用いて抗原としてのチロシナーゼの細胞
 内分布を明らかにしたものである。先づマウスメラノーマ細胞からチロシナーゼを分離精製し,
 ウサギにチロシナーゼを注射することによって,抗チロシナーゼ抗血清を調製した。その抗体
 にペルオキシダーゼを結合させて標識化抗体として,細胞内における抗原の分布を電子顕微鏡
 を用いて調べた(電顕酵素抗体法)。材料としては主として遺伝子型a/a,B/B,C/CをもつC57
 BL系マウス(黒色マウス)の毛球色素細胞を用いたが,これらの細胞は常に黒色のメラニンの
 みを合成している。ドーパ反応を用いた場合にはメラノソーム,ゴルジ小胞およびGERLに反
 応産物が見られた。一方電顕酵素抗体法を用いた場合には,ドーパ反応と同じ部位,すなわち
 メラノソーム,ゴルジ小胞およびGERLの他核膜の一部に反応産物が認められた。酵素抗体法
 を用いた場合には,しかし,反応産物がドーパ反応の場合よりも,より微細な構造として認め
 られ,特にGERLではその内膜に密着した顆粒として,又ゴルジ小胞でも顆粒として認められ
 た。これらの結果はドーパ反応が酵素活性を検出するものであったとしても,酵素の細胞内分
 布を調べる方法として一応適当であること,しかし電顕酵素抗体法の方が,細胞内小器官内の
 分布まで微細に検出できることを示している。さらにチロシナーゼ酵素がGERLからゴルジ小
 胞を介してメラノソームまで顆粒の形で移送されることを示唆している。さらにこの論文では
 黄色メラニンのみを合成している突然変異型マウス(黄色マウス,遺伝子型バ/a,B/B,CIC)
 の色素細胞におけるナロシナーゼの細胞内分布を調べた。その結果基本的には黒色マウスの色
 素細胞における分布と差はなかったが,黄色マウスの色素細胞では特にメラノソームの膜に顕
 著に反応産物が認められた。この結果はチロシナーゼの細胞内移送については両者の間に差は
 ないが,メラノソーム内におけるその存在様式に差のあることを示している。これらの結果は
 色素細胞内でのメラニン形成の過程におけるチロシナーゼの関与についての新しい知見であ
 る。したがって,この論文は著者がこの分野において自立して研究活動を行うに必要な高度の
 研究能力と学識を有することを示しており,よって山本博章提出の論文は理学博士の学位論文
 として合格と認める。
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